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DISPOSITIP DE SEPMIATION D'OBJETS PAR VOIE OPTIQUE 

DESCRIPTION 

DOMMNE TECHNIQUE ET MIT ANTERIEUR 

invention concerne le domaine du tri et 
de 1' analyse de petites particules. Ces dernieres 
peuvent etre des cellules (particules biologiques^ 
liposomes^ cellules animales ou vegetales, virus ou 
microorganismes) , des macromolecules (ADN ou AR.N ou 
proteines) ou des microbilles. Les domaines 
d' applications peuvent etx~e alors 1' analyse chimique ou 
biomedicale ou le controle qualite (calibration de 
microparticules ) . 

Les approches connues en matiere de tri 
cellulaire de particules, comme la cytometrie en flux, 
trouvent leurs limites notamment pour 1' analyse de 
populations cellulaires rares ou tres minoritaires . 

La technique des pinces optiques, decrite 
par exemple dans Ashkin et Dziedzic, « observation of 
rediation pressure trapping of particles by alternating 
light beams », Phys . Rev. Letters, 54(12), 1985, repose 
sur le confinement d'une particule (microbille, ou 
celluJe, ou macromolecule) par le gradient d'intensite 
genere au coeur (« waist ») d'un faisceau laser continu. 
Cette operation est rendue possible par 1 ' equilibrage 
des pressions de radiations. Une fois cette operation 
real i see, on deplace La pax^ticule en depla?ant le 
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Enfin, le tri de particules metalliques 

n^est pas possible. 

La figure 1 represents le principe d'un tel 

di spositif . 

Une particule 2 est confin6e par un 
faisceau 4 dans un milieu liquids 6. 

La figure 2 est un diagramme repr^sentant 
un champ de force engendre par le dispositif, de part 
et d' autre du faisceau laser 4 : la particule se trouve 
confines dans un champ de forces mecaniques {induit par 
la pression de radiation provoquee par le champ 
electromagnetique du laser), ce qui permet de la 
pi6ger. 

Ce type de dispositif presents deux 
5 inconvenisnts : le deplacement dss particulss repose 
sur I'emploi d'un systeme mecanique dedie, qui peut 
•• s'averer delicat et couteux a mettrs en place. 

De plus, il sst exclu de r6aliser une 
quelconque separation des especes sn fonction de leurs 
0 caracteristiques de forms ou de taille, sans, faire 
appel ^ un dispositif de reconnaissance, automatiqus ou 
manuel . 

De recsnts travaux, tels , que decrits par 
■ exemple dans I'article de T.Tanaka et al . , paru dans 
25 Applied Physics Letters, Vol. 77, P. 3131, 2000 font 
appel a des dispositif s d' optique guidee, et suggerent 
la possibilite de concevoir un dispositif de 
deplacement cellulaire par des forces optiques . 

Comme illustre sur la figure 3, ce 
30 dispositif utilise un guide d' ondes 10 a ruban realise 
sur un substrat 12. Une particule est deplaces par une 
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force de pression photonique, qui est proportionnelle a 
l^'intensite lurnineuse au niveau de cette derniere. La 
particule est maintenue sur le guide par une force qui 
est proportionnelle au gradient de I'intensite. 

Dans le cas ou le guide d' onde est 
monomode, il existe un maxima d^ intensite lurnineuse, en 
fait la ou va se retrouver piegee la particule. 

11 se pose le probleme de trouver un 
nouveau precede et un nouveau dispositif permettant de 
trier des particules de maniere simple et efficace. 

En particulier, en biologie, il est courant 
de fixer des particules, coinme des billes, a des 
cellules- Cependant, les rendements de marquage ne sont 
pas parfaits et il reste toujours des billes en 
solution qui ne sont pas fixees et peuvent s'averer 
genantes. Des solutions comme les pinces optiques ne 
permettent pas de realiser cette separation de maniere 
simple. En effet ces solutions necessitent de separer 
les particules une a une. II se pose done egalement le 
probleme de separer, de maniere simple et efficace, des 
particules, non fixees, et des cellules marquees avec 
de telles particules. 

EXPOSE DE INVENTION 

1/ invention concerne des systemes pour 
trier des particules ou des objets, par exemple 
d'intoret biologique. 

invention concerne plus speci f iquement un 
proce^:lo i.v reparation particules ■ Jr- iniiies 
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- 1' in troduction d'un rayonnement, dans un 
guide d'onde, couple a un deuxieme guide dans une zone 
de couplage, ce rayonnement permettant d' entrainer 
1' ensemble des particules vers la zone de couplage, 

- la separation des particules, lors de 
leur passage dans la zone de couplage. 

L' invention met en oeuvre au moins deux 
guides d' ondes , couples dans une zone de couplage, de 
longueur par exemple comprise entre 10 pm et 50 lom. La 
distance entre les guides dans la zone de couplage, est 
inferieure a quelques micrometres, par exemple 

inferieure a 5 pm. . 

Des particules de tallies dif ferentes 
peuvent .alors etre s6par6es. : les particules a trier 
sonb initialement situees au voisinage d'une portion 
non couplee du premier guide, dans lequel de la. lumiere 
.est- inject^e. Cette lumiere produit • une, onde 
evanescente, qui permet de deplacer 1' ensemble des 
particules. A I'approche de la zone, de couplage, se 
produit une zone d' interaction et de perturbation, du 
•profil^de I'intensite lumineuse de I'onde Evanescente. 
Un « super mode », induit par le couplage, .permet 
d'entrainer les particules de taille plus importante 
vers le deuxieme guide. 

La lumiere injectee dans un des deux guides 
est comprise entre 1' ultra-violet et 1' infra-rouge . 

Les particules triees peuvent etre des 
microbilles et des cellules biologiques marquees de 
micro-billes. L' invention permet d'effectuer cette 
separation de maniere efficace, simple et collective. 
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L' invention concerne egalement un 

dispositif de separation de particules, comportant deux 
guides optiques couples par une zone de couplage de 
longueur comprise entre 10 et 50 pm, dans laquelle la 
distance entre les guides est inferieure a 5 ym. 

Le precede et le dispositif selon 
1' invention mettent en ceuvre des forces optiques pour 
la separation de particules. 

Des moyens peuvent en outre permettre 
d^envoyer dans un des guides un rayonnement de longueur 
d^onde comprise entre 300 nm et 1,2 pm, ou entre 1 ym 
et 1,2 pm. 

Des moyens de visualisation permettent de 
visualiser une separation de particules . 

BREVE DESCRIPTIOM DES FIGURES 

- les figures 1 a 3 illustrent des techniques 
connues de I'art anterieur, 

- la figure 4 represente un dispositif selon 
1' invention, 

- les figures 5A et 5B representent I'effet d'un 
couplage sur des particules, 

- les figures 6A - 7 representent des etapes de 
realisation d^un dispositif selon 1' invention, 

- la figure 8 represente une utilisation d'un 
dispositif selon l'^ invention . 

EXPOSE DETAILLE DE MODES DE REALISATION PARTICULIERS 
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etre monomode ou multimode . Les deux guides peuvent 
etre de dimensions et de materiaux differents, et 
. notamment d' indices optiques differents. 

Un rayonnement lumineux 39, injecte dans le 
5 guide 20, dans une zone de non-couplage des guides, 
produit une onde evanescente a I'exterieur du guide, 
qui va permettre de deplacer des particules ,40, 42 de 
differentes tailles, les unes ayant par, exemple une 
taille ou un diam^tre compris entre 600 nm ou 1 ]im et 

1,0 1,5 pm ou 100 pm, les autres une taille ou un diametre 
de l^'ordre de 250 niri, ou compris entre lOOnm et 500 nm. 
Ces cellules sont amenees au voisinage du guide avec, 
par exemple, une pipette ou un capillaire. ensemble 
baigne dans un milieu liquide 41, par exemple de^l^eau. 

15 Le rayonnement injecte a une longueur 

d^ onde comprise entre le proche ultra-violet et 
1^ infra-rouge, par exemple comprise entre. 300 nm et 
1200 nm* Pour des particules ou des cellules 
biologiques, on utilisera de preference des longueurs 

20 d'onde dans 1' infra-rouge, par exemple . la longueur 
ci''onde 10 64 nm d'un laser YAG. La puissance injectee 
peut etre, en continu, de I'^ordre de quelques dizaines 
a quelques centaines de mW, par exemple comprise entre 
50 mW et.l W, par exemple voisine de 150 mW. 

25 Les particules 40, les plus grosses, 

peuvent avoir, a la longueur d'' onde utilisee, un indice 
optique voisin de celui des particules 42. Dans ce cas, 
les deux types de particules subiront un effet de 
diffusion du rayonnement evanescent, d'autant plus 

30 important que les particules sont de taille importante* 
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Si, par centre, les particules 40 de plus 
grosse taille ont un indice voisin de celui du milieu 
ambiant, alors que les particules 42 de petite taille 
ont un indice qui, pour la longueur d' onde utilisee, 
presente une difference plus importante avec le milieu 
ambiant que les cellules 40, alors ce sont les 
particules les plus petites qui seront en general 
deplacees plus vite. 

Dans le domaine infra-rouge, les cellules 
vivantes ou les particules biologiques ont un indice 
(environ 1,37 pour le cytoplasme, 1^39 pour le noyau, 
1, 42 pour les mitochondries conune indique dans 
1' article de A.'Dunn et al . , IEEE Journal of selected 
topics in quantum electronics, Vol .2, No4, 1996, 
P. 898 - 905) voisin de celui de I'eau (environ 1,33), 
tandis que des particules d^or, plus petites, ont un 
indice beaucoup plus faible (environ 0,3 a la longueur 
d' onde de 1064 nm) et presentent une absorption elevee 
(la partie imaginaire de 1' indice etant 

approximativement de 7 a la longueur d'onde precitee). 
Avantageusement , les cellules 40 sont done, comme 
illustre sur la figure 4, marquees avec des particules 
42, ce qui permet d'augmenter la difference d' indice 
optique entre 1' ensemble constitue par chaque cellule 
et ses particules de marquage, et son environnement . Ce 
dernier est par exemple un liquide tel que I'eau 
(indice environ 1,33). Pour des applications 
biologiques ce liquide peut aussi etre une solution 
t a mp o ri o u n 1 1 f u i i i e u I e - ' u s p e n s i o n c o 1 1 u I a i r ^'s , 1 o r 1 1 



1 er depot 



Pour des cellules , biologiques, on peut 
utiliser, au lieu de petites particules 42 d'or, des 
particules de polymere, ou de tout materiau sur lequel 
on peut greffer des objets biologiques : la encore ces 
particules sent plus petites que les cellules, ont un 
indice plus, eloign^ de I'indice d' un milieu tel que 
I'eau, et pourraient etre utilisees comme marqueurs . 

Comme les rendements de marquage ne sont 
pas egaux a 1, certaines billes 42 ne sont pas fixees 
sur des cellules. Ces billes libres peuvent etre 
genantes dans toute operation ulterieure. 

Une zone de couplage, de longueur L, permet 
:de coupler, dans le guide 22, une partie d'un 
rayonnement 30, inject§ dans le guide 20. La taille L 
de la zone d'-interaction est de preference .telle que la ■ 
■ plus grande partie de la lumiere parte dans . le ..guide 22 
du fait .du couplage. Pratiquement, L est de 1' ordre de . 
quelques dizaines de micrometres, par exemple . L est; 
compris - entre 10 p.m et 50 lam- 

Le couplage est assure par une distance- d, 
entre les deux guides, inf^rieure .- a^ ''.quelques 
micrometres dans la zone de couplage. Cette distance 
depend en fait de la longueur d'onde. Mais, pour des 
longueurs d' onde voisines de Ipm, on peut prendre 
d < 1 jam, ou par exemple compris entre 500 nm et 5 pm. 

La zone de couplage produit une 
perturbation du profil de I'intensite lumineuse a la 

surface des guides - 

La figure 5A represents la situation avant 
le couplage : on, voit sur cette figure le profil de 
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I'onde evanescente , localis6e principalement au-dessus 
du guide 20, ainsi qu''une cellule 40 et une bille 42. 

Le couplage entralne une redistribution de 
I'intensite lumineuse entre les deux guides, au profit 
du guide 22. La cellule 40 est alors entrainee vers ce 
guide 22 , comme indique par la fleche 44. Si sa 
difference d' indice avec le milieu ambiant est faible, 
elle sera d' autant mieux entrainee qu'elle sera marquee 
avec des billes 42 dont I'indice optique, pour la 
longueur d' onde utilisee, presente une difference plus 
importante avec le milieu ambiant que les cellules 40. 

Une separation des particules ou des objets 
s'opere alors en fonction de leurs tallies. Les plus 
petites particules restent sur le guide 20, meme si 
leur Vitesse est moins forte, les forces de gradient 
les maintenant confinees au-dessus du guide 20. 

Par contre les plus grosses particules, 
comme les cellules 40 , ainsi que les billes qui les 
marquent, voient le « super mode » induit par le 
couplage et vont rechercher une nouvelle position 
d'equilibre, qui les amene pref erent iellement vers le 
guide 22. 

On realise ainsi un tri de particules en 
fonction de leur taille. Puis les particules sont 
entrainees par le rayonnement de chaque guide hors de 
la 2one de couplage. 

De la meme maniere on realiserait un tri 
entre des grosses particules et des petites particules, 
-si .:e.s -Jeux types de particules tvaient nn Lndico 
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Un proced6 de realisation d' un' guide va 
maintenant etre deer it, en liaison avec les figures 6A 

a 7. • 

Tout, d'abord (figure , 6A) , sur une surface 

140 de verre sont deposees, dans I'ordre, une couche 
d' aluminium 142 (obtenue par, evaporation ou 
pulverisation par example), puis une couche. 144 de 
resine photosensible (depot a la tournette- « Spin 
Coating ») - Un masque 146 de lithographie en chrome est 
mis alors en contact sous vide avec la couche,; de 
resine. Le masque represente le negatif du motif final 
(la structure guidante) . . ■ 

Puis le masque est eclaire a 1 ' aide d'ug 
raypnnement 148 incoherent dont la longueur d'ond|. 
centrale se situe, par exemple, autour . de .350 nm,e| 
pour- laquelle la resine , est photosensible. La. part^e^ 
qui n'est pas cachee . par le masque voit sa structurg 

chimique modifi§e. . ■ ' ' tf 

■ .. La plaque est ensuite . tremp6e . -dans uns 
•solution qui va. « developper » la resine 144 Ainsi, 
les • zones dans lesquelles la structure chimique a ete 
modifiee par 1' insolation sont gravies (figure 6B) . 

La plaque est ensuite plongee dans une 
solution de gravure de 1' aluminium (AluBtch) . Cette 
solution n'attaque pas la resine. Ainsi, . seules les 
parties developpees precedemment sont gravees (figure 
6C) . . 

; ■ Enf in, la resine est dissoute a 1' acetone. 

Seul le motif 150 reste sur la plaque. 

Le guide est ■ ensuite forme par ■ echange 

d' ions . 
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La plaquettes est plongee dans un bain de 
sels contenant du nitrate d^ argent et du nitrate de 
sodium. La proportion entre ces sels determine la 
teneur en argent qui s'echange dans le verre 140. le 
bain contient generalement entre 10% et 50% d' argent 
suivant 1 ' application . La temperature de fusion des 
sels etant d^environ 310°C, l^etape d'echange est 
effectuee entre 320''C et 350°C. 

Le masque d' aluminium est ensuite realise 
par gravure. On peut eventuellement realiser un 
recuit : la plaque de verre est chauffee sans aucun 
contact avec un bain. Cette etape permet de faire 
penetrer plus profondement les ions d' argent vers 
I'interieur de la plaquette de verre. 

On peut de cette maniere former deux guides 
20 r 22 tels ceux de la figure 1. 

On peut aussi mettre en oeuvre d'^autres 
procedes, par exemple pour realiser des guides sur un 
substrat en silicium. 

Afin de reduire des effets de freinage sur 
les particules^ du fait d'un frottement contre la 
surface superieure du guide, on peut revetir celui-ci 
d'un revetement special, par exemple une fine couche de 
teflon . 

Un exemple d' application peut etre decrit 
dans le domaine de la biologie. 

Dans un echantillon cellulaire heterogene, 
on cherche a isoler une certaine sous population 
caracLer i see par un phonotype npecifiquo. r ^.tr ^:->:emple 
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ailleurs, on dispose de molecules sondes, comme des 
anticorps, capables de reconnaltre et de se lier avec 
une tr6s forte af finite a ces marqueurs phenotypiques . 
Dans le cas de molecules sondes de type anticorps, les 
marqueurs phenotypiques sont appeles des antigenes . Par 
des moyens connus de I'homme de I'art, les anticorps 
sont fixes a des billes choisies pour leurs 
caracteristiques particulieres , par exemple des billes 
d'or. Ces billes d' or f onctionnalisees sont ensuite 
greffees sur la surface des cellules, ces dernieres 
peuvent, par exemple, etre des lymphocytes isoles du 
sang et -que I'on souhaite tirer. 

Les cellules marquees sont deposees .jians 
une chambre, sur la puce (par dispositif , de 
focalisation integre au capot, par exemple) . La chambre 
est par exemple un dispositif du type Gene Frai||e ® 
(Abgene®) . Cette petite • chambre autocollante, ^i^tres 
simple, possede un systeme de jointure impermeabl^e au 
gaz, permet une resistance ^ des temperatures juaqu'a 
97°C' et previent la perte de reactif due"/ a 
1' evaporation. Elle est habituellement utilisee pour 
des procedures d' hybridation et d' amplification in situ 
en biologie. 

La lumiere laser est inject^e dan's le guide 
20. la longueur' choisie est situee dans le rouge 
lointain/proche infrarouge, une region spectrale de 
transparence biologique qui permet d' assurer la 
viabilite des cellules apres traitement ; (il n^y a pas 
d' absorption de la part des molecules biologiques, ni 
de 1' eau) . 
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Le tri entre cellules et billes non fixees 
s'effectue comme decrit ci-dessus. 

Les cellules marquees sont deplacees 
jusqu''a une fenetre d'^ analyse/recuperation . La 
recuperation des particules biologiques peut se faire, 
par exemple par des moyens fluidiques (recuperation par 
un capillaire) ou plus classique (recuperation a la 
pipette au niveau d'une charabre de recuperation adaptee 
a la taille du cone) , 

D^une maniere generale^ des moyens 
d^ observation peuvent etre prevus, par exemple une 
camera CCD positionnee au-dessus des guides. Ces moyens 
vont permettre une surveillance du tri opere de la 
maniere decrite ci-dessus. 

La figure 8 represente un systeme de tri 
incorporant un systeme de guides selon 1' invention, Un 
objectif 1G2 permet la focalisation d'un faisceau laser 
161 (par exemple un YAG a 1064 nm) dans un guide 20. 
Les particules a trier sont contenues dans une chambre 
172 disposee sur une lame 174. Un deuxieme guide 
d'ondes 22 est dispose comme deja decrit ci-dessus de 
maniere a creer une zone de couplage entre les deux 
guides. Une camera 160 permet de realiser une image de 
la zone de separation, par exemple par I'' intermediaire 
d'un dispositif de focalisation ou d'un zoom 170. En 
sortie du dispositif peuvent etre egalement disposes 
des moyens 176, 178 (objectify camera) pour former une 
image du rayonnement transmis. 

L'' invention s'' applique nou seulement au tri 
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par example a la calibration de billes ou de 
microbilles, notamment en latex ou en or. 



1 er depot 



15 

REVENDICATIONS 

1. Procede de separation de particules (40;- 
42) de tallies differentes, baignant dans un liquide^r 

5 ce procede comportant : 

~ 1' introduction d' un rayonnement (30)^ 
dans un guide d' onde (20)^ couple a un deuxieme guide 
dans una zone de couplage^r ce rayonnement permettant 
d"^ entrainer 1"^ ensemble des particules vers la zone de 
10 couplage, 

la separation des particules, lors de 
leur passage dans la zone de couplage . 

2. Procede selon la revendication l,les 
15 deux guides etant separes, dans la zone de couplage^. 

par une distance inferieure a 5 pm. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, 
la zone de couplage ayant une longueur comprise entre 

20 10 |j.m et 50 pm. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 
a 3, les particules etant des cellules ou des 
macromolecules ou des microbilles. 

25 

5. Procede selon I'' une des revendications 1 
a 4, le rayonnement introduit etant dans un domaine 
spectral compris entre le proche ultra-violet et 
i ' i nt ra- rouge . 
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6- Precede selon I'une des revendications 1 
a 3^ les particules etant des microbilles, et des 
cellules marquees de microbilles, et le rayonnement 
etant situe dans le domaine infra-rouge. 

7. Precede selon I'une des revendications 1 
a 6r les particules ayant un diametre compris entre 
d'une part 100 et 500 nm, et d' autre part ^entre 600 nm 
et 1,5 ijm ou entre 1 pim et 100 -ym. 

8. Precede selon I'^une des revendications 1 
a 7^ le liquide dans lequel baignent les particules 
etant de I'eau ou un milieu de suspension cellulaire.. 

' ' .9. Dispositif de separation de particulg,s, 

comportant deux guides optiques (20, 22) couples .gar 
une zone de couplage de longueur comprise entre 10, et 
50 p.m, dans laquelle la distance entre les guides ^st 
inferieure a 5 pm. ■ • 

10. Dispositif selon la revendication 9, 
comportant en outre des moyens (162) pour envoyer dans 

. un des guides un rayonnement de longueur d^'onde 

comprise entre 300 nm et 1,2 \xm, ou . entre 1 pm et 
1 , 2 ]am . 

11. Dispositif selon la revendication 9 ou 
10, comportant en outre des moyens (160, 170) de 
visualisation pour visualiser une separation de 
particules . 
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